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CEIiLUIiES AVIAIRES IMMORTELLES 



La presente invention est relative a des lignees de 
cellules aviaires et leurs derives. 

L'etablissement de lignees cellulaires a partir d'organes 
preleves sur les especes aviaires ne peut etre obtenu 
spontanement. comme c'est le cas avec certains organes 
provenant d' especes mammif eres . 

Les seules lignees cellulaires disponibles jusqu'a 
n-.aintenant ont ete obtenues en utilisant les proprietes 
trans formantes de certains virus aviaires ayant des proprietes 
oncogenes, tels que les retrovirus du groupe leucoses aviaires 
ou le virus de la maladie de Marek, ou de certaines molecules 
chimiq^aes telles que la methylcholanthrene et la diethyl- 
nitrosainine . 

Ces lignees cellulaires presentent, pour ia plupart. un 
caractere de transformation important qui les rend impropres a 
la multiplication de virus vaccinaux. 

Des auteurs se sont engages sur une nouvelle voie 
consistant a introduire dans les cellules un vecteur ne 
presentant pas de caractere oncogene mais capable d'integrer 
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dans ces cellules un gene choisi pour sa capacite a induire 
1 ' immortalisation. 

Les premiers essais ont ete realises a I'aide de vecteurs 
integrant des genes de retrovirus aviaires tels que erbA. erbB. 

La demande de brevet frangais FR-A-2 596 770 propose un 
precede d' immortalisation dans lequel on infecte une culture 
de cellules aviaires ou de mammiferes avec un vecteur ou un 
systeme ne presentant pas de caractere oncogene pour lesdites 
cellules mais capable d' integrer dans ces cellules un gene 
choisi parmi v-myb, v-ets et v-erbA. Des vecteurs appropries 
peuvent etre les virus AMV, E2 6 et XJ12, ce dernier etant un 
virus derive du virus AEV dans lequel le gene v-er3, oncogene, 

a ete supprime. 

Dans la pratique, ces essais ont permis d'obtenir des 
lignees cellulaires etablies a partir de cellules de la lignee 
hematopoietique, mais n'ont pas donne les resultats escomptes 
pour les cellules d'embryon de poulet en culture adherente 
telles que les fibroblastes ou les cellules epitheliales . 

Des lignees de cellules aviaires de type myeloblas toide 
(cellules sanguines) non transformees ont pu etre obtenues a 
15 I'aide de 1 ' oncogene myb (demande de brevet internationale 
W09 1/18971) •. 

Paralielement. des auteurs ont propose les genes precoces 
t ec T du virus simien SV40 pour iirjnortaliser des cellules 
provenant de differents tis3us de mamniferes (D.S. Neufeld et 
20 al., Molecular and Cellular Biology, aout 1987, 2794-2802, O. 

Kellermann et ?. Kelly, Differentiation 1986, 32 : 74-81 et 
demande de brevet frangais FR-A-2 549 721) . 

La demande de brevet franqais FR-A-2 649 721 propose de 
son cote une methode d ' immortalisation conditionnelle qui 
serait utilisable pour tous les types cellulaires et dans 
routes les especes , I'objectif ecant ici de remedier a 
1' inconvenient de la grande specif icite des voies classiques 
(limitation a des especes et/ou a des types cellulaires 
particuliers) : transformation des cellules par un virus 
transformant (adenovirus. virus d' Epstein-Barr . certains 
papovavirus tels que le virus SV40 ou le virus du polyome ; par 
exemple, le virus SV40 est indique comme ne transformant que 
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les cellules de rongeurs et les cellules humaines) 
trans fection avec des constructions contenant un gene 
transformant 116 k un promoteur viral ; transfection avec un 
gene transformant lie a un promoteur cellulaire. Le choix de 
cette demande de brevet se porte sur une construction associant 
un fragment d'ADN de la sequence regulatrice de la vimentine et 
un fragment d' ADN codant pour un g^ne immortal i sant , qui peut 
etre I'antig^ne T du virus SV40 sous le controle du promoteur, 
inductible. de la vimentine. Les especes aviaires ne sont 
jamais mentibnnees dans ce document. 

Dans I'espece aviaire, 1 ' utilisation reelle de tels 
oncogenes viraux n'a jamais ete decrite excepte 1 ' utilisation 
de la forme 12S de la proteine ElA de 1' Adenovirus 5 humain qui 

a permis d' immortaliser des cellules epithelioides de caille 

(Guilhot et al . (1993), Oncogene 8 : 619-624). 

Centre toute attente, la demanderesse a reussi a produire 

des lignees cellulaires aviaires, immortelles et non 

transf ormees . 

La presente invention a done pour objet une lignee 
cellulaire aviaire immortelle, non transformee, choisie parmi 
le groupe consistemt en : 

- lignee TDF-2A bcl-2 deposee a la CNCM (Collection Nationale 
ce Cultures de Microoganismes de I'Institut Pasteur) sous la 
reference 1-1709 

- lignee TCF-4.10 deposee a la CNCM sous la reference 1-1710 

- lignee TCF-4.10 bcl-2 deposee a la CNCM sous la reference I- 
1711 

bcl-2 signifie que les cellules de la lignee integrent de 
maniere f onctionnelle le gene bcl-2 qui leur confere une 
resistance a I'apoptose (WO-A-93 /20200 incorporee ici par 
reference) . 

Bien entendu, 1' invention couvre les cellules issues de 
ces lignees. Par cela, il faut comprendre que sont couvertes 
non seulement les cellules telles que deposees a la CNCM sous 
les references indiquees, mais aussi les cellules constituant 
la descendance des precedentes. d'une part celles obtenues par 
simple multiplication et pouvant subir des mutations lors des 
multiplications et d' autre part celles obtenues apres 
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modification volontaire, ce qu'on appelle alors les cellules 
derivees, et bien sur eel les ayant subi les deux types de 
modifications . 

L' invention couvre done aussi les cellules derivees 
obtenues par modifications des cellules ci-dessus. Ces 
modifications peuvent comprendre : 

Insertion d'une ou plusieurs cassettes d' expression 
comprenant chacune une ou plusieurs sequences nucleotidiques 
codant pour une molecule d'interet industriel, ces cassettes 
d' expression" -etant aptes a produire cette molecule apres 
insertion dans les cellules de 1' invention. La technique est 
parfaitement connue de 1 ' homme du metier. Comme molecules 
d'interet industriel, on peut citer notamment des sous-unites 
virales de type peptide, proteine, glycoproteine, notamment a 
usage de vaccin ou de reactif de diagnostic, des molecules 
proteiques telles que des hormones, etc. 

- Infection chronique par un virus apte a se multiplier 
dans ces cellules, a des fins de production virale ou de 
vaccin, avec ou sans modification prealable de la sensibilite 
vis-a-vis de ce virus. L' infection peut aussi ne pas etre 
chronique mais realisee sur un lot de cellules choisi pour la 
multiplication virale. 

(Les modifications qui suivent s'entendent de preference 
avancageusement combinees aux deux types precedents) . 
- Introduction de genes de survie ou anti-apoptose autres que 
bcl-2 tels que les genes codant pour les proteines pl9ElB de 
1' adenovirus humain (Rao et al . (1992), Proc . Natl. Acad. Sci. 
USA 89 : 7742-7746), LMP-1 (Gregory et al . (1991), Nature 349 
: 612-614) et BHRFl { Pearson et al . (1987), Virology 160 : 151- 
161) du virus Epstein Barr, ICP34.5 du virus herpes simplex 
(Chou et Roizman (1992), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 : 3266- 
3270) et p35 du baculovirus (Clem et al . (1991), Science 254 : 
1388-1390) , afin de rendre ces lignees plus resistantes aux 
conditions de culture, notamment maintien a confluence. 
- Surexpression de genes impliques dans le controle du cycle 
cellulaire par des vecteurs appropries pour augmenter la 
Vitesse de proliferation. En effet, il a ete montre que, dans 
certains cas, la surexpression de genes codant pour des 



cyclines entrainait un raccourcissement du cycle cellulaire et 
done une augmentation de la vitesse de proliferation (Rosenberg 
et al. (1995), Oncogene 10 : 1501-1509 ; Quelle et al . (1993), 
Genes and Dev. 7 : 1559-1571) . 

- Modification du spectre de sensibilite virale des lignees par 
integration de genes codant pour des recepteurs de virus 
d'interet, en vue de leur multiplication. 

On peut se referer a 1 ' espece mammifere ou 1' expression du 
recepteur du virus de la rougeole {CD46) par des cellules 
murines, r.ormalement non permissives au virus, entraine une 
sensibilite de ces cellules a ce virus et la capacite a le 
repliquer (Naniche et al . (1993), J. Virol. 67 : 6025-6032). 
L'interet est notamment de rendre les cellules sensibles a un 
virus afin de le produire sur celles-ci. 

- integration d' oncogenes aptas a acceierer la croissance 
cellulaire . 

II va de soi que les cellules derivees selon 1' invention 
peuvent comprendre une ' ou plusieurs des modifications 
presentees ci-dessus. 

L' invention a encore pour objet un precede de production 
de molecules d'interet industriel ou de virus, comprenant la 
culture des. cellules decrites ci-dessus. 

Dans le cadre de la presence invention, on s'oriente 
notamment vers la production de molecules ou de virus pour la 
realisation de reactifs de diagnostic ou de vaccins, ou encore 
de molecules d'interet therapeutique . 

L' invention va etre maintenant decrite plus en detail a 
I'aide de modes de realisation pris a titre d'exemoles non 
limitatifs et se referant au dessin annexe, dans lequel : 

- la fiaure 1 montre la structure du vecteur pDAMT servant a 
preparer la lignee TDF-2A, avec : 

LTR,: sequence repetee directe (Long Term.inal Repeat) 
c)lTR : LTR deletee 

MTI : promoteur Metal lothioneine I murin 
SV40 T+t : region precoce SV4 0 
SV40 : promoteur SV40 

- la figure 2 montre la structure du vecteur pphMT servant a 
preparer la lignee TCF-4.10, avec : 



LTR : sequence repetee directe {Long Terminal Repeat) 
phleo : gene de resistance a la phleomycine 
SV4 0pA : polyASV40 

MTI : promoteur Metallothioneine I murin 
SV4 0 T+t : region precoce SV40 

EXEMPIiE 1 = Production de la ligne e cellulaire TDF-2A 

I, Description de son origine et de ses caracteristiques 

1.1 Description du vecteur utilise : vecteur pDAMT 
II corr.porte la region precoce du virus SV40 (code pour les 
antigenes T et t) {fragment HindIII/3amKI ) (riers et al.{1973). 
Mature 273 : 113-120) sous le controle du promoteur 
metallothioneine I de souris (fragment EcoRI/Bglll transforme 
en site Hindlll) (Durnam et al.(1980), Proc . natl. Acad. Sci. 
USA 77 : 6511-6515 ; Brinster et al. (1982). Nature 296 : 39- 
42). 

Le fragment EcoRI/EcoRI contenant cette unite 
transcript ionnelle provenant du vecteur pMTSVneo (Peden et al. 
(1939), Exp. Cell. Res. 185 : 60-72) a ete insere dans le site 
Xbal du vecteur pDAl (Aubert et al . (1991), J. Cell. Biol. 113 
• 497-506) .• Ce dernier derive essentieilement du genome du 
virus associe au sarcome de Rous-2 (RAV-2) apres modif icatior. 
de la LTR situee en 3 ' . En effet. la region U3 de la LTR 3' de 
2 ^eletee et liee aux regions R et U5 isolees de .a 

LTR du virus associe au sarcome de Rous-1 (RAV-1) . II porte 
egalement une unite transcriptionnelle contenant le gene de 
resistance a la neomycine sous le controle du pro.moteur SV4C 
derivant du vecteur pSV2neo (Southern et Berg (1982), J. Mol . 
.Appl. Genet. 1 : 327-341). Voir figure 1. 

1.2. Etablissement de la lignee et demonstration du 
caractere immortalise. 

Des cellules provenant d'embryons de canard de Barbarie de 
14 jours ont ete transfectes par le vecteur pDAMT par la 
methode utilisant le dime thylsulf oxide (DMSO) et decrite par 
Kawai et Nishizawa (1984), Mol. Cell. Biol. 4 : 1172-1174. Les 
cellules transfectees sont ensuite selectionnees par 
application de geneticine G418 (150 ng/ml) pendant 15 jours. 
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Les clones resistants sont alors subcultives regulierement a 
raison de 1 a 2 passages par semaine. Apres cette periode de 
proliferation active de 3 mois, les cellules sont entrees dans 
une periode de crise durant lacuelle la plupart des cellules 
5 sont mortes. Apres cette periode qui a dure environ 2 mois, 
plusieurs clones ont repris une proliferation active suggerant 
leur immortalisation. 

La lignee cellulaire TDF-2A est issue ainsi de 2 cultures. 
Elle a ete etudiee de maniere plus approf ondie . 
3_0 Les cellules TDF-2A ont atteint 200 passages soi- environ 

460 generations et ont ete ainsi maintenues en culture pendant 
plus de 600 jours en continu. Comparative-Tient , des cellules 
'temoins, n'exprimant pas la region precoce du virus SV4 0 ne 
peuvent etre maintenus en culture plus de 20 passages. 

1.3. Caracteristiques de proliferation. 
Les cellules immortalisees sont cultivees a 33=C, en 
flacon roulant, dans un milieu contenant du KAI4 F-IO lOX a 6%, 
199 HANKS lOX a 4%, Tryptose Broth Phosphate 2,95 % a 4%, 
20 Bicarbonate de sodium 5,6% a 2,5%, vita.mine BME ICOX a 0,1%, 
serum de veau foetal a 3%, Kanamycine 5% a 1%, Vancor^ycine 0,5% 
a 1% . 

Dans ces conditions, leur "au:-: de double.-r-.enr est de 1 par 
24 heures . 

2 5 1.4. Expression de I'antigene T. 

Par immunofluorescence ou irrjaunophosphatase indirectes en 
utilisant un anticorps specif ique de I'antigene T (?ab 101 : 
Santa Cru: Biotechnology ref. scl47), il a ece veririe que 
toutes les cellules exprinenc I'antigene T dans leur noyau, 
30 indiquant qu'elles ont toutes integre le vecteur. 

Cette integration a d'ailleurs ete montree par Southern- 
blot- L'ADN genomicue des fibroblastes i.T.-r.ortalises a ete 
digere par les enzymes de restriction Xbal , BstXI. 
L' hybridation avec une sonde specif ique de I'antigene T 
35 (fragment Ndel/Ndel de 1018 pb) a permis de verifier que 
1' unite transcriptionnelle permettant 1' expression du gene 
immortalisant, inseree dans les cellules TDF-2A, n'avait pas 
subi de remaniements majeurs. En effet, la taille des fragments 
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d' hybridation obtenus est conforme a celle attendue. 

1.5. Absence de pouvoir tumor igene . 

Les cellules immortalisees ne presentent pas de pouvoir 
tumorigene. Elles sont incapables de former des colonies en 
milieu semi-solide ou de former des tumeurs sur membrane 
chorioallantoxdienne d'oeufs de poule ou de cane. Elles sont 
egalement incapables de former des t^ameurs sur souris nue 
(souris -nude"), sur poussins et canetons S?F (exempts 
d'organismes pathogenes) de 1 jours. 

1.6. Caryotype. 

Le caryotype des cellules TDF-2A a ete etudie aux 114eme 
et 135eme passages. Il a permis de verifier que les cellules 
etaient bien d'origine aviaire avec la presence de 
microchromosomes caracteristiques de cette espece. De plus, les 
chromosomes observes sont representatif s des chromosom.es 
rencontres dans les cellules primaires d'embryons de canard 
confirmant ainsi I'origine de la lignee. 

II. Proprietes. 

Les cellules TDr-2A presentent notan'jnent une sensibilite 
aux virus specifiques du canard tels que 1 ' adenovirus , le 
parvovirus et le reovirus qui sont habituellement repliques sur 
cellules primaires d'e.'rbryons de canard. On peut done produire 
ces virus sur cette lignee. 

EXEMPLE 2 = caracterisation de la lignee TDF-2A Ear 

it^entif ication des si tes d' integration. 

L'ADN genomique des cellules TDF-2A, prepare a partir des 
cellules provenant du 114ieme et du 135ieme passages, a ete 
digere par les enzyrr.es de restriction Eglll et Kpnl . L'.ADN 
ainsi traite est alors soumis a une electrophorese sur gel, 
suivie d'un cransfert sur merbrane de nylon, puis hycride avec 
une sonde specifique de I'antigene T (fragment Ndel.Kdel de 
1018 pb) . Ainsi, la digestion par Bglll permet d'obtenir deux 
bandes d' hybridation de haute taille (d'environ 15 et 23 kb) 
suggerant 1' existence de deux sites d' integration . La digestion 
par Kpnl entraine 1 ' obtention d'une bande majoritaire de haute 
taille (environ 20 kb) et d'au moins une bande minoritaire 
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confirmant 1' existence d'au moins deux sites d' integration. 



EXEMPIiE 3 ; Production de la lignee cellulaire TCF -4,10 

1. Description de son origine et de ses caracter istiques 
5 Description du vecteur utilise : vecteur pphMT 

II comporte la region precoce du virus SV40 (code pour les 
antigenes T et t) (fragment Kindlll/BamHI) (Fiers et al . (1978) , 
Nature 273 : 113-120) sous le controle du promoceur 
metallothioneine I de souris (fragment EcoRI/Bglll trans forme 
10 en site Hindlll) (Durnam et al . (1980), Proc . natl . Acad. Sci. 

USA 77 : 6511-6515 ; Brinster et al . (1982), Nature 296 : 39- 
42) . 

Le fragment EcoRI/EcoRI contenant cecte unite 
transcriptionelle provenant du vecteur pMTSVneo ( Peden et al . 
15 (1989), Exp. Cell. Res. 185 : 60-72) a ete insere dans le site 

EcoRI du vecteur pUT507 (commercialise par CAYLA-FRANCE ) situe 
en 3' de la region permettant 1' expression du gene de 
resistance a la phleomycine (figure 2 ) . La structure du vecteur 
PUT507 est decrite dans Mulsant et al . (1988) , Somatic Cell and 
20 Molecular genetics 14 : 243-252. 

1.2.. Etablissement de la lignee et demonstration du 
caractere immortalise . 

Des fibroblastes provenant d'embryons de poulet ont ete 
transfectes par le vecteur pphMT par la methode utilisant le 
25 dimethylsulf oxide (DHSO) et decrite par Kawai et Nishizawa 
(1984), Mol. Cell. Eiol . 4 : 1172-1174. Les cellules 
transfectees sont ensuite select ionnees par application 
progressive (de 10 ug/ml a 50 |ig/ml) de phleomycine pendant 15 
jours. Les clones resistants sont .alors subcultives 
30 regulierement a raison de 1 a 2 passages par semaine. Apres une 
periode de proliferation active d' environ 2 mois, les cellules 
sont entrees dans une periode de crise ou la croissance 
cellulaire est tres faible et durant laquelle la mortalite est 
tres elevee. Apres une periode qui a duree de 3 a 4 mois, 
35 quelques cellules du clone TCF-4.10 ont repris une 
proliferation active suggerant leur immortalisation. 

Les cellules TCF-4.10 ont atteint ainsi 200 passages en 
culture soit environ 400 generations et ont ete maintenues en 
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culture pendant 3 annees . Comparativement . des fibroblastes 
temoins, n'exprimant pas la region precoce du virus SV40 ne 
peuvent etre maintenus en culture plus de 20 a 30 passages. 
1.3. Caracteristiqijes de proliferation. 

Les fibroblastes immortalises sont cultives a 28°C dans un 
milieu HAM F-10 lOX a 6%. 199 HANKS lOX a 4%. Tryptose Broth 
Phosphate 2,95% a 4%. Bicarbonate de sodium 5,6% a 2,5%, 
vitamine BME lOOX a 0,1%, serum de veau foetal a 3%, Kanamycir.e 
5% a 1%. Vancomycine 0,5% a 1%. Dans ces conditions, leur taux 
de doublemenf est de 0,7 par 24 heures . 

2.2. Expression de I'antigene T. 

Par immunofluorescence ou immunophosphatase indirectes en 
utilisant un anticorps specif ique de I'antigene T { ?ab 101 : 
Santa Cruz Biotechnology ref . scl47) , il a ete verifie q-^e 
toutes les cellules expriment I'antigene T dans leur noyau, 
indiquant qu'elles one toutes integres le vecteur. 

2.3. Absence de pouvoir tumorigene. 

Les fibroblastes immortalises ne presencent pas de pouvoir 
tumorigene. lis sont incapables de former des tuneurs sur 
membrane chorioallantoidienne d'oeufs de poule ou de cane. 
3 . Proprietes . 

Les cellules TCF-4.10 presentent notamment une sensibilite 
aux virus aviaires . On peut citer notamment les Poxvirus 
aviaires teis que ie Canary-pox. le Fowl-Pox, ou encore le 
virus HVT (Marek serotype 3), le virus de la maladie de 
Gumboro. On peut done produire ces virus sur cette lignee. 

EXEMPLE 4 ; Multiplication du C a narv-Pox sur cellules TCF-4.10. 

Les cellules TCF-4.10 sont ensemencees en flacon roulant. 
Le Canary-Pox est inocule sur tapis etabli. Lorsque I'effet 
cytopathique engendre par ie virus est generalise, la recolte 
e'st effectuee par agitation de fagon a decoller le tapis 
cellulaire. Celle-ci est done composee du tapis cellulaire et 
35 de surnageant de culture. L' ensemble est homogeneise par un 
traitement ultraturrax pendant 1 mn a 13 500 tours/mn (appareil 
IKA type T25) . 

La determination du titre viral infectieux est realisee en 
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micromethode sur plaque de 96 puits. Les dilutions de virus 
sont inoculees sur tapis ^tabli de cellules secondaires 
d'embryons de poulet. Chaque dilution virale est inoculee sur 
6 cupules. Les plaques sont placees en incubation dans un 
incubateur a COj pendant 8 jours. La presence de virus dans les 
cupules est controlee au microscope en observant I'efret 
cytopathique (ECP) caracteristique . Le titre infectieux est 
calcule selon la methode de KARBER et est exprine par le 
logarithme de 1' inverse de la dilution virale donnant 50% d'EC? 
(Titre = d+r/Nx (n-t-N/2 ) ] avec d egal a la dilution expriT.ee en 
log ou il y a 100% de cupules positives, r egal a la raison de 
la dilution. N egal au nombre de cupules par dilution et n egal 
au nombre de cupules positives entre 0 et 100%) . 

Resultats : Les titres viraux obtenus sont equivalents a ceux 
obtenus sur cellules primaires d'embryons de canard. 
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EyTgMPT.K 5 i Integration du gen e be 1-2 

Un vecteur permettant 1' expression du gene bcl-2 sous 
controle du promoteur CMV (Cytomegalovirus humair.) est 
transfecte dans les cellules TDF-2A et TCF-4.10 en utilisanc 
les methodes classiques de transfection (methode au DMSO 
decrite par Kawai et Nishizawa (1984), Mol . Cell. Biol. -4 : 
1172-1174 ou lipof ectamine suivant les recommandations cu 
fournisseur GI3C0-3RL) . 

Apres selection des cellules cransf ectees , 1 ' express ion de 
la proteine Bcl-2 est detectee par western-blot. 

Les cellules exprimant la proteine 3ci-2 sont alors 
testees pour leur capacite a survivre dans des conditions de 
culture ou un processus d'apoptose est observe (maintien des 
cellules a confluence) . 

Ainsi. dans le cas des cellules TDF-2A bcl-2, le processus 
d'apoptose engendre par I'arrivee des cellules a confluence est 
differe de 3 a 4 jours par rapport aux cellules TDF-2A. Dans le 
cas des cellules TCF-4.10 bcl-2, une augmentation de la densite 
cellulaire a confluence est observee par rapport aux cellules 
TCF-4.10. 
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REVENDICATIONS 



1. Lignee cellulaire aviaire immortelle, non transformee, 
choisie parmi le groupe consistant en : 

" lignee TDF-2A bcl-2 deposee a la CNCM (Collection Nationale 
de Cultures de Microoganismes de I'Institut Pasteur) sous la 
reference 1-1709. 

- lignee TCF-4.10 deposee a la CNCM sous la reference 1-1710 

- lignee TCF-4.10 bcl-2 deposee a la CNCM sous la reference I- 
1711. ■ . 

2. Cellules aviaires immortelles issues de la lignee 
cellulaire selon la revendicacion 1. 

3. Cellules selon la revendication 2, caracterisees en ce 
qu'elles contiennent au moins une cassette d' expression 
comprenant au moins une sequence nucleotidique codant pour une 
molecule d' interet industriel. 

4. Cellules selon la revendication 3, caracterisees en ce 
que la sequence nucleotidique code pour une sous-unite virale 
de type peptide, proteine, glycoproteine ou pour des molecules 
proteiques telles que des hormones. 

5. Cellules selon la revendication 2, caracterisees en ce 
qu'elles sont infectees, de preference chroniquement , par un 
virus apte a se multiplier dans ces cellules. 

6. Cellules selon 1 ' une quelconque des revendicat ions 2 a 

5, caracterisees en ce qu'elles contiennent un gene de survie 
ou anti-apoptose autre que bcl-2, de preference choisi parmi le 
groupe consistant en pl9E13 de 1' adenovirus humain, LM?-1 du 
virus Epstein 3arr, BHRFl du virus Epstein 3arr, ICP3 4.5 du 
virus herpes simplex et p35 du baculovirus. 

7. Cellules selon 1 ' une quelconque des revendications 2 a 

6, caracterisees en ce qu'elles integrent des vecteurs aptes 
a surexprimer un ou des genes impliques dans le controle du 
cvcle cellulaire afin d'augmenter la vitesse de proliferation. 

8. Cellules selon 1 ' une quelconque des revendications 2 a 

7, caracterisees en ce qu'elles integrent des genes codant pour 
des recepteurs viraux. 

9. Cellules selon 1 ' une quelconque des revendications 2 a 

8, cairacterisees en ce qu'elles integrent des oncogenes aptes 
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a accelerer la croissance cellulaire. 

10. Precede de production de molecules d' interet 
industriel ou de virus, comprenant la culture de cellules selon 
I'une quelconque des revendi cat ions 2 a 9. 
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